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論文内容の要旨
現在，日本では，食生活の変化や運動不足によりメタ
ボリックシンドロームが増加してきており深刻な問題と
なっている。メタボリックシンドロームの病態において
主要な役割を担っているのは内臓脂肪の過剰な蓄積であ
る。近年肥満の基礎研究が進み，肥満患者では脂肪組織
由来の生理活性物質（アディポサイトカイン）の分泌異
常を伴うことがわかってきた。アディポサイトカインの
一つであるアディポネクチンは脂肪細胞から分泌され，
内臓脂肪が蓄積すると分泌が低下し，異所性脂肪沈着
（肝臓等）やインスリン抵抗性を引きおこす。その結果，
高血糖や高血圧，高脂血症などの様々な異常を引き起こ
し，メタボリックシンドロームを発症することが明らか
にされてきている。メタボリックシンドローム発症原因
には食生活や運動などの環境要因も重要であるが，遺伝
素因も重要な役割を果たしていると考えられている。近
年のゲノムワイド関連解析（Genome Wide Association
Study : GWAS）の進歩によって体格指数（Body Mass
Index : BMI）や脂肪分布などに関連する一塩基多型
（Single Nucleotide Polymorphism : SNP）が多数同定
され，具体的な遺伝素因が報告されてきている。
しかし，メタボリックシンドロームに関連する SNP
の多くは欧米人を対象とした研究により見いだされたも
のである。SNPのアレル頻度や連鎖不平衡ブロックの
構造は人種によって異なることが知られている。日本人
は，欧米人と比べると軽度な肥満でも様々な代謝異常を
起こしやすいことが知られており，これらのことから肥
満や代謝異常に関わる SNPには人種間で違いがあるこ
とが考えられる。
また単一遺伝子疾患とは異なり，メタボリックシンド
ロームのような多因子疾患は，遺伝素因と環境要因が複
雑に関わり合って発症することから，生活習慣が異なる
欧米人の結果をそのまま日本人に当てはめることはでき
ないと考えられる。実際，欧米人で同定された疾患感受
性 SNPの中には，日本人では感受性が認められないも
のが含まれている。したがって，日本人の疾患感受性
SNPを明らかにするためには，日本人集団を用いた検
証が必要である。
そこで本研究では，主に欧米人を対象に行われたGWAS
研究で報告された SNPのうち，BMI，脂肪分布，血中
アディポネクチン量，異所性脂肪沈着（脂肪肝）に関連
する SNP に着目し，Multi-plex PCR 法とインベー
ダー法を用いて遺伝子型を決定し，メタボリックシンド
ロームに関連する形質との関連を検討し，日本人におけ
る疾患感受性 SNPを明らかにすることを目的とした。
1． BMI・脂肪分布に関連した SNPの検討
1.1. サンプルと対象 SNPの遺伝子型決定
サンプルは，日本人集団 1424人（男性 635人，女性
789人）を用いた。SNP は，ヨーロッパ人を対象とし
て行われたメタ解析によって見出された BMIに関連す
る 18箇所の SNP（rs1514175，rs1555543，rs713586，
rs2112347， rs206936， rs10968576, rs4929949， rs
4771122， rs2241423， rs2287019， rs3810291， rs
2890652， rs887912， rs13078807， rs13107325， rs
11847697，rs12444979，rs4836133）と，ヨーロッパ人
とインド人を対象として行われたメタ解析によって見出
された脂肪分布に関連する 2箇所の SNP（rs2943650，
rs534870）の合計 20箇所の SNPを対象とした。
Multi-plex PCR 法では，対象とする SNP を含む領
域を特異的に増幅する PCR プライマーをそれぞれの
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SNPに設計し，電気泳動で単一バンドでの増幅を確認
後，全てのプライマーを等モル混合して PCRを行うこ
とで全ての対象領域を一度に増幅する。プライマーの設
計では，Tm値や塩基組成，GC含量等を考慮し，また
検索ソフトを用いて全ゲノム中でユニークであることを
確認した。Multi-plex PCR法による増幅産物に対して，
インベーダープローブを設計し，インベーダー法により
それぞれの SNPの遺伝子型を決定した。
20箇所の SNPの遺伝子型決定の成功率は 99.0%以上
であった。ヨーロッパ人やインド人とは異なり，日本人
集 団 で は 6 箇 所 の SNP（rs2890652，rs887912，rs
13078807，rs13107325，rs11847697，rs12444979）は mono-
morphic であり，rs4836133は triallelic であったため
これらの SNPを以降の解析から除外し，最終的には，
13箇所の SNPを解析対象とした。
1.2. 脂肪分布パラメーターや血清パラメーターとの関
連解析
1424人の内臓脂肪面積（Visceral Fat Area : VFA）
と皮下脂肪面積（Subcutaneous Fat Area : SFA）はコ
ンピュータ断層撮影（Computed Tomography : CT）
による測定値を用いた。内臓脂肪と皮下脂肪の比（V/S
比）は VFA/ SFAとして計算した。
脂肪分布パラメーター（BMI，VFA，SFA，V/S比）
と血清パラメーター（血糖値，インスリン，インスリン
抵抗性指数，総コレステロール，中性脂肪，HDLコレ
ステロール，拡張期血圧，収縮期血圧）を従属変数と
し，遺伝子型（リスクアレル保有数により 0，1，2と変
換），性別，年齢，BMIを説明変数として多重線形回帰
分析を行った。
ハーディーワインバーグ平衡は c2テストで評価した。
多重線形回帰分析は R softwareを使用し，P値はボン
フェローニの補正により，0.00096（0.05/13箇所の SNP/4
形質）未満の値を統計学的に有意であるとした。
その結果，脂肪分布パラメーターについては，rs
206936（NUDT3遺伝子）の G アレルが女性において
のみ BMIの増加（P＝5.3×10−5）や SFAの増加（P＝
3.9×10−4）と有意な関連がみられた。一方，rs206936
は血清パラメーター（代謝障害）との関連はみられな
かった。rs206936で観察された SFA との関連は BMI
で補正するとみられなくなることから，BMIの増加に
伴う皮下脂肪の蓄積に関与する SNPであると考えられ
た。
ヨーロッパ人のゲノムワイド関連メタ解析によると，
NUDT3の rs206936のリスクアレル頻度は 0.21で，今
回の研究で用いた日本人集団では 0.57であったことか
ら，人種間で大きく異なることが示唆された。
NUDT3は無機リン酸塩のジホスホイノシトール五リ
ン酸を脱リン酸化することが知られている。今回用いた
日本人集団では rs206936と代謝障害との関連はみられ
なかったが，ジホスホイノシトール五リン酸は Aktシ
グナリングに関与することから脂質代謝や糖代謝に何ら
かの影響を及ぼす可能性も考えられた。
2． 血中アディポネクチン量に関連した SNPの検討
2.1. サンプルと対象 SNPの遺伝子型決定
サンプルは，日本人集団から 1stセットとして VFA，
SFA のデータのある 1595 人（男性 731 人，女性 864
人），2nd セットとして VFA，SFAのデータのない 893
人（男性 383人，女性 510人）の，合計 2488人（男性
1114人，女性 1374人）を用いた。
SNPは，ヨーロッパ人を対象とした GWASによって
見出された ADIPOQ（adiponectin, C1Q and collagen
domain containing）遺伝子に存在する 7箇所の SNP
（rs6810075， rs10937273， rs1648707， rs864265， rs
182052，rs17366568，rs6773957）を対象とした。1 と
同様に Multi-plex PCR 法とインベーダー法にて SNP
の遺伝子型を決定した。成功率は 99.0%以上であった。
2.2. 脂肪分布パラメーターと血清パラメーターの関連
解析
脂肪分布パラメーター（BMI，VFA，SFA，V/S比）
と血清パラメーター（血糖値，インスリン，インスリン
抵抗性指数，血中アディポネクチン量）を従属変数とし
て，遺伝子型（リスクアレル保有数により 0，1，2と変
換），性別，年齢，BMIを説明変数として多重線形回帰
分析を行った。インスリン抵抗性はインスリン抵抗性指
数（Homeostasis model assessment-Insulin Resis-
tance : HOMA-IR）で評価した。
ハーディーワインバーグ平衡は c2テストで評価した。
多重線形回帰分析は R software を使用し，P 値は
0.0071（0.05/7箇所の SNP）未満の値を統計学的に有意
であるとした。1stセット，2ndセットそれぞれの解析
と，1stセットと 2ndセットのメタ解析を行った。
2.2.1 1stセットを用いた関連解析
BMIの増加は rs864265（P＝0.029）に，SFAの増加
は rs1648707（P＝0.027）に，インスリンの上昇は rs
1648707（P＝0.044）に，HOMA-IR の上昇は rs6810075
（P＝0.038）， rs10937273（P＝0.040）， rs1648707（P＝
0.022）に女性でのみ弱い関連がみられた。血糖値の上
昇は rs6773957（P＝0.032）に男性でのみ弱い関連がみ
られた。
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2.2.2 2ndセットを用いた関連解析とメタ解析
1st セットで SNP と各パラメーターの間に P＜0.05
の関連がみられたものについて 2ndセットでも同様に
関連解析を行った。その結果，1st セットと同様に
HOMA-IR の上昇には rs10937273（P＝0.023）と rs
1648707（P＝0.0078）で弱い関連がみられた。1stセッ
トと 2nd セットのメタ解析を行った結果，HOMA-IR
の上昇には rs10937273（P＝0.0030）と rs1648707（P＝
0.00074）に，インスリンの上昇は rs1648707（P＝0.0017）
に有意な関連がみられた。これらの関連は女性のみでみ
られ，男性ではみられなかった。
2.2.3 血中アディポネクチン量との関連解析
1st セットのうちの 945 人（男性 412 人，女性 533
人）について，血漿サンプルを用いて酵素免疫測定法
（Enzyme-Linked Immunosorbent Assay : ELISA）に
より血中アディポネクチン量を測定し，上記 7箇所の
SNPとの関連を調べた。その結果，HOMA-IRとの有
意な関連がみられた 2箇所の SNPに，血中アディポネ
クチン量の減少（rs10937273 P＝0.0015と rs1648707 P
＝0.0059）とも有意な関連が特に女性でみられた。
これらのことから，日本人集団では ADIPOQ遺伝子
の 5’上流領域に位置する 2箇所の SNP（rs10937273と
rs1648707）が，HOMA-IR の上昇と血中アディポネク
チン量の減少に関連することを見出した。これらの
SNPは VFAとの関連がみられないことから，内臓脂肪
の蓄積とは独立して関与していると考えられた。
関連がみられた 2箇所の SNPは ADIPOQ遺伝子の
5’上流領域に位置することから，女性において脂肪組織
からのアディポネクチン産生の制御を介して，インスリ
ンの感受性に影響していることが示唆された。
3． 異所性脂肪沈着（脂肪肝）に関連する SNPの検討
3.1. サンプルと対象 SNPの遺伝子型決定
サンプルは，日本人集団 1552人（一般集団 1012人，
非アルコール性脂肪肝障害（Non-Alcoholic Fatty Liver
Disease : NAFLD）患者 540人）を用いた。SNP は，
欧米人を対象とした GWASによって見出された 18箇
所の SNP （rs12137855， rs2499604， rs780094， rs
6834314， rs2710833， rs343062， rs4240624， rs
2126259， rs2645424， rs2954021， rs1227756， rs
10883437， rs11597390， rs2862954， rs17668255， rs
887304，rs6487679，rs2228603）を対象とした。
1と同様にMulti-plex PCR法とインベーダー法にて
SNP の遺伝子型を決定した。成功率は 98.0% 以上で
あった。
3.2. NAFLDとの関連解析
遺伝子型（リスクアレル保有数により 0，1，2と変
換），性別，年齢，BMI，糖尿病治療の有無を説明変数
として PLINK1.07と R software を用いて 18箇所の
SNPと NAFLDとの関連を多重ロジスティック回帰分
析により解析した。P値は 0.0028（0.05/18箇所の SNP）
未満の値を統計学的に有意であるとした。
その結果，GCKR遺伝子の rs780094（オッズ比 1.37，
P＝0.0024）と TRIB1 遺伝子の rs2954021（オッズ比
1.53，P＝4.5×10−5）に NAFLDとの有意な関連がみら
れた。他の SNPには関連が見られなかった。しかし本
研究に用いた日本人集団では 8箇所の SNPのマイナー
アレル頻度（Minor allele frequency : MAF）が 0.06未
満であったため，検出力が不足しているために関連がみ
られなかった可能性も考えられた。
3.3. 脂肪分布パラメーターや血清パラメーターとの関
連解析
脂肪分布パラメーター（BMI，VFA，SFA，V/S比）
と血清パラメーター（血糖値，中性脂肪，HDLコレス
テロール，拡張期血圧，収縮期血圧，アスパラギン酸ア
ミノトランスフェラーゼ（Asparatate aminotransfer-
ase : AST），アラニンアミノトランスフェラーゼ（Ala-
nine aminotransferase : ALT））を従属変数として，遺
伝子型（リスクアレル保有数により 0，1，2と変換），
性別，年齢，BMI，糖尿病治療の有無を説明変数とし
て多重線形回帰分析を行った。ハーディーワインバーグ
平衡は c2テストで評価した。多重線形回帰分析は PLINK
1.07と R softwareを使用し，P値は 0.0028（0.05/18箇
所の SNP）未満の値を統計学的に有意であるとした。
その結果，脂肪分布パラメーターについては，GCKR
遺伝子の rs780094は V/S比の増加（P＝0.0067）と弱い
関連がみられた。血清パラメーターについては，GCKR
遺伝子の rs780094は血糖値の減少（P＝0.0047），中性
脂肪の上昇（P＝0.0029），血圧の上昇（P＝0.018）と弱
い関連がみられた。肝細胞の組織所見や NAFLDの重
症度の指標となる ALTや ASTについては，GCKR遺
伝子の rs780094や TRIB1遺伝子の rs2954021ともに関
連はみられなかった。GCKR遺伝子の rs780094は血糖
値の減少や中性脂肪の上昇と関連することが Speliotes
らによるヨーロッパ人を用いた研究により報告されてい
る。GCKR遺伝子の rs780094と NAFLDとの関連につ
いては，ヨーロッパ人ではみられるがアフリカ系米国人
やヒスパニックではみられないことが報告されており，
人種による差があることが考えられる。
本研究により GCKR遺伝子の rs780094が日本人集団
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で NAFLDと関連し，また V/S比の増加や中性脂肪の
上昇と弱く関連することを見出した。しかし NAFLD
の重症化との関連はみられなかった。GCKR遺伝子は，
糖類の代謝酵素であるグルコキナーゼを制御することが
知られている。また GCKR遺伝子をマウスの肝臓で過
剰に発現させるとグルコキナーゼの活性が上昇し，血糖
値が下がり，中性脂肪が増加することが報告されてい
る。これらのことから GCKR遺伝子の rs780094は内臓
脂肪蓄積による中性脂肪の上昇を引き起こし，NAFLD
の発症の段階に関与していることが示唆された。
TRIB1遺伝子の rs2954021は ALTの上昇と関連する
ことが欧米人の研究により報告されている。また
rs2954021と同じ連鎖不平衡ブロック内（r2＝1.00）に
存在する rs17321515は中性脂肪の上昇と関連すること
が報告されている。また，マウスを使用した実験におい
ては TRIB1遺伝子が脂肪蓄積の調節を通じてメタボ
リックシンドロームの病態に関連することが報告されて
いる。本研究に用いた日本人集団では，rs2954021は
NAFLDとの関連はみられたが，ALTや中性脂肪の上
昇との関連はみられなかった。さらなる検証が必要であ
るが，rs2954021は中性脂肪の上昇を通して NAFLDの
発症に関与している可能性が考えられる。
3.3. 各 SNPの独立した効果
PNPLA3遺伝子の rs738409は NAFLD 感受性 SNP
として最もよく知られており，日本人を含めて様々な人
種で NAFLDと関連することが確認されている。そこ
で，本研究によって日本人集団で NAFLDとの関連が
みられた GCKR遺伝子の rs780094と TRIB1遺伝子の
rs2954021を含めて 3箇所の SNPによる効果をロジス
ティック回帰分析により調べた。その結果，3つの遺伝
子のそれぞれに NAFLDとの関連が見られた。
日本人集団を用いた研究により，PNPLA3遺伝子の
rs738409は組織所見や AST，ALTと関連することから
NAFLDの重症化に関与することが報告されている。今
回の研究では GCKR遺伝子の rs780094や TRIB1遺伝
子の rs2954021には NAFLD の重症化との関連がみら
れなかったことからも，それぞれの遺伝子は独立して異
なるメカニズムにより NAFLDに影響していることが
考えられた。
総 括
本研究では，欧米人やインド人など，日本人以外の人
種を用いた研究により報告されているメタボリックシン
ドロームに関連する SNPについて，日本人集団による
検証を行った。
BMIや脂肪分布については 13箇所の SNPについて
検討を行い，NUDT3 遺伝子の rs206936 が BMI や
SFAと強い関連を示すことを見出した。この関連は女
性のみでみられたことから，NUDT3遺伝子の関与には
性差があることが示唆された。
血中アディポネクチン量については，アディポネクチ
ン遺伝子内とその近傍に位置する 7箇所の SNPについ
て検討を行い，アディポネクチン遺伝子の 5’上流領域に
位置する 2箇所の SNP（rs10937273と rs1648707）が，
血中アディポネクチン量とインスリン抵抗性に関連する
ことを見出した。これらの関連は 2型糖尿病の治療の有
無で補正した後にもみられた。この 2箇所の SNP は
BMIや内臓脂肪面積とは関連しなかったことから，脂
肪蓄積によって引き起こされたインスリン抵抗性とは独
立して血中アディポネクチン量やインスリン抵抗性に関
与することが示唆された。またその関与には性差がある
ことが示唆された。
異所性脂肪沈着（脂肪肝）については，NAFLDを用
いて 18箇所の SNPについて検討を行い，GCKR遺伝
子の rs780094と TRIB1遺伝子の rs2954021が NAFLD
と関連していることを見出した。GCKR 遺伝子の rs
780094はまた，V/S 比，血糖値，中性脂肪，血圧とも
弱い関連がみられた。GCKR遺伝子の rs780094，TRIB1
遺伝子の rs2954021，PNPLA3遺伝子の rs738409を説
明変数として，ロジスティック回帰分析で解析を行った
結果，3つの遺伝子のそれぞれに NAFLDとの関連が見
られた。また NAFLDの重症化の指標とは関連がみら
れないことから，それぞれが独立して異なるメカニズム
により，NAFLDの発症の段階に関与していることが示
唆された。
本研究により，日本人集団でメタボリックシンドロー
ムに関連する感受性 SNPが明らかとなった。しかしメ
タボリックシンドロームは多因子疾患であるため発症に
は数多くの遺伝素因が関わっており，個々の遺伝素因の
寄与は小さいことが知られている。また様々な環境因子
も関与し，その寄与度も異なるため，疾患に関連する遺
伝素因を明らかにするためには非常に多くのサンプル数
が必要になる場合がある。そのため，今回の研究で関連
がみられなかった SNPについては，さらに多くのサン
プルによる検証が必要であると考えられる。今後，これ
らの感受性遺伝子についての機能解析を行うことによ
り，メタボリックシンドロームの発症機構が明らかにな
ると考えられる。
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審査報告概要
近年のゲノムワイド関連解析の進歩によってメタボ
リックシンドロームに関連する一塩基多型（SNP）が
多数同定され具体的な遺伝素因が報告されてきている
が，多くは欧米人を対象とした研究により見いだされた
ものである。本研究ではこれらの SNPのうち，BMI・
脂肪分布，血中アディポネクチン量，異所性脂肪沈着
（脂肪肝）に関連する SNP に着目し，Multi-plexPCR
法とインベーダー法を用いて日本人集団による検証を
行った。BMI・脂肪分布に関連する SNPでは，NUDT3
遺伝子の rs206936が女性でのみ BMIの増加や SFAの
増加と有意な関連がみられた。血中アディポネクチン量
に関連する SNP では，ADIPOQ 遺伝子の rs10937273
と rs1648707が，主に女性でインスリン抵抗性指数の上
昇と血中アディポネクチン量の減少に有意な関連がみら
れた。脂肪肝に関連する SNP では，GCKR 遺伝子の
rs780094と TRIB1遺伝子の rs2954021に NAFLDとの
有意な関連がみられた。以上，本研究において日本人集
団でメタボリックシンドロームに関連する感受性 SNP
が明らかとなった。
主査および副査から審査報告がなされ，専攻内可否を
審議した。その結果，学位請求者の経歴や学術業績が学
位記申請の要項を満たしていること，外国語を含む最終
試験に合格していること，学位請求論文の研究内容や発
表会での質疑応答の内容が十分であることが認められ
た。
よって，審査員一同は博士（バイオサイエンス）の学
位を授与する価値があると判断した。
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